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摘要!以粪产碱杆菌来源的青霉素S酰化酶为催化剂"酶法拆分苯乙酰消旋底物转化生成&1'?'?氨基?"?丁醇$ 通过对催

化过程中加酶量#底物浓度#反应温度#JY进行优化"确定最适酶催化条件是 JYOc("=(U"底物浓度"(( 00*3]D"酶量' _]0D"

反应体积 R( 0D$ 在最适反应条件下"当消旋底物转化率达 =(V时终止反应可获得较高的产物光学纯度&,,TOOV'$
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99乙胺丁醇&C7/$0B57*3'为有效的抗结核药"用

于经其他抗结核药治疗无效的病例"常与其他抗结

核药联合应用"以增强疗效并延缓细菌耐药性的产

生$ 世界目前需求量为 " ':( 7]$"其用量占抗结核

病药物市场份额的 "!V以上-".

$ 目前乙胺丁醇合

成主要有直接法和间接法$ 直接法以&1'?'?苄氨

基?"?丁醇-'.

#&1'?'?氨基丁酸乙酯-!.等为原料进

行相应反应获得"但是存在原料难获得#步骤复杂的

问题"应用较少$ 间接法是合成乙胺丁醇最常用的

方法"但是需要关键中间体& 1'?'?氨基?"?丁醇$

&1'?'?氨基?"?丁醇的生产普遍采用拆分其消旋体

的方法"主要通过从甲醇或水中分级结晶光学纯活

性酸&如扁桃酸#酒石酸#谷氨酸'的盐实现的"但获

得产物光学纯度不高"且存在环境污染的问题-=.

$

相对化学法来说"酶法在高光学纯度化合物合成方

面具有独特的优势"获得产品光学纯度高-:.

"可开

辟全新或者更加环保的反应路线-P.

$ 因此开发污

染小#步骤简单#产品得率高且质量好的酶法新工艺

就显得尤为重要$ 笔者采用粪产碱杆菌青霉素 S

酰化酶的固定化形式作为催化剂"通过拆分苯乙酰

化的消旋底物转化生成&1'?'?氨基?"?丁醇"探讨

酶法生产该产品的可行性$

9:实验部分

9>9:主要试剂与仪器

&71'?'?氨基?"?丁醇和&1'?'?氨基?"?丁醇

标准品">3H$公司%固定化粪产碱杆菌青霉素 S酰

化酶&''( _]A湿载体'"自制%其余试剂均为市售分

析纯$ >A13,%7""(( 6,-1,6高效液相色谱仪&YGD.'%

l;=>控温型显微熔点仪%>A13,%7公司 l\[?."R

柱%日本\$12,3化学工业公司F#?Y柱%酶催化反应

装置"自制$

9>;:制备步骤

"c'c"9$?苯乙酰?!71#?'?氨基?"?丁醇合成

将苯乙酸甲酯&": A'和&71'?'?氨基?"?丁醇

&RcO A'加入到圆底烧瓶中"油浴加热到 "=(U回流

反应 '= /"用氯仿?正己烷重结晶"获得白色粉末状

的产物$ 收率为 O:V"熔点为 P:U$

"c'c'9酶法拆分合成!1#?'?氨基?"?丁醇

取一定量$?苯乙酰?&71'?'?氨基?"?丁醇在

,':,
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R( 0D双蒸水中加热溶解"倒入自动控温控 JY的搅

拌酶反应器"加入固定化酶进行催化反应$ YGD.

检测水解过程"反应完毕后过滤移出固定化酶"用双

蒸水清洗固定化酶测定残余酶活$

反应液用 = 0*3]D的盐酸调 JY至 'c: 后"用 !

倍体积的乙酸乙酯萃取剩余反应物和反应过程中形

成的苯乙酸$ 萃余相蒸馏浓缩"真空干燥除去残存

水得&1'?'?氨基?"?丁醇$ 抽提后乙酸乙酯层加质

量分数为 "(V的碳酸钠溶液移去苯乙酸"萃取相旋

转蒸发后收集未反应底物"无水硫酸铜干燥除水$

9><:分析方法

反相YGD.检测 $?苯乙酰?&71'?'?氨基?"?

丁醇的水解过程!l\[?."R 柱"检测波长 "OR %0"

流动相为体积分数 !(V乙腈和体积分数 Q(V的水

&(cQ A]DE\E"用磷酸调 JY为 !c:'"柱温为 '(U"

进样量为 "(

(

D"流动率为 " 0D]01%$ $?苯乙酰?

&71'?'?氨基?"?丁醇出锋时间为 =cPQQ 01%"苯乙

酸的出锋时间 Qc(=P 01%"产物 '?氨基?"?丁醇没有

检出$

产物纯度检测采用手性.Y4d>D.CDF#?Y柱!

检测波长为 ''( %0"流动相为体积分数 "(V异丙醇

和体积分数 O(V正己烷"流动率为 (c= 0D]01%"柱

温为 ':U"7型 '?-$?&苯乙酰'氨基.?"?丁醇的停

留时间为 ':c'PR 01%"1型 '?-$?&苯乙酰'氨基.?

"?丁醇的停留时间为 "QcR=' 01%$

酶活测定采用 G\>[法-Q.

! JY Rc(#!QU下"

" 01% 转化生成 "

(

0*3P?>G>为一个酶活力单位$

;:结果与讨论

;>9:底物浓度对酶催化的影响

初始条件!反应体积 R( 0D"投酶量 =( _"温度

!(U"JYRc($ 底物$?苯乙酰?&71'?'?氨基?"?丁

醇在水溶液溶解性相对较差"当其超过 ":( 00*3]D

时"即使加热也有部分底物难以溶解$ 为更好定量

测定底物浓度对酶催化反应影响"选取 :(#"((#":(

00*3]D! 个浓度梯度$ 由图 " 看出"随着底物浓度

9999999

底物浓度]00*3,D

?"

!"/:(%'/"((%!/":(

图 "9底物浓度对酶催化反应转化率的影响

增加"在相同反应时间内其转化率逐渐降低":(

00*3]D和"(( 00*3]D之间差别较小"而"(( 00*3]D

与 ":( 00*3]D之间的转化率差别较大$ 考虑在

":( 00*3]D时底物不能完全溶解"故取底物浓度为

"(( 00*3]D进行研究$

不同底物浓度下转化率与产物 ,,的关系见

图 '$ 底物水解前期 ,,均较高$ 转化率 Z=(V时

的,,均在 OOV以上"说明粪产碱杆菌青霉素 S酰

化酶对底物的选择性较好"优先水解 1?底物$ 转化

率超过 =(V时",,逐渐下降"此时7?底物也开始被

酶催化水解"且随着底物浓度的增加",,略有下降$

一定条件下"产物,,与转化率呈一定对应关系$

底物浓度]00*3,D

?"

!"/:(%'/"((%!/":(

图 '9不同底物浓度下转化率与产物,,的

关系图

;>;:投酶量对酶催化的影响

投酶量对转化率的影响如图 ! 所示$ 随着投酶

量的增加"在相同反应时间时转化率逐渐增高$ 在

投酶量为 "P( _时反应 R /"底物转化率为 =:c:PV$

当投酶量为 "P( _而反应溶液为 R( 0D时"体系中

酶活单位为 ' _]0D"投酶量已较大$ 考虑到固定化

酶的价格因素"如再增加投酶量会增加生产成本"而

且催化过程中发现如果投酶量太大"产物,,明显降

低"故采用投酶量为 ' _]0D$

投酶量]_!"/=(%'/R(%!/"'(%=/"P(

图 !9投酶量对底物转化率的影响

;><:+M对酶催化的影响

JY对底物转化率的影响见图 =$ 在酸性条件

下底物的转化率较碱性条件下要低"并且在相同

反应时间时转化率随着 JY的升高而逐渐升高$ 在

,!:,
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碱性条件下虽然随 JY的升高转化率略有升高"但

是在相同反应时间时转化率差别不是很大$ 从防止

酶失活及较短时间内获得较大底物转化率的角度考

虑"采用反应体系的 JY为 Oc($

JY!"/:c(%'/Pc(%!/Qc(%=/Rc(%:/Oc(%P/"(c(

图 =9JY对酶催化的影响

;>=:温度对酶催化的影响

温度对酶催化拆分底物的影响见图 :$ 反应条

件为!R( 0D反应体积"JYOc("投酶量 "P( _"底物

浓度 "(( 00*3]D$ 温度对底物转化率的影响较明

显"随着温度的升高"底物的转化率逐渐升高$ 如果

温度超过 =(U"转化率虽然随温度的升高略有增

加"但是增加的幅度并不大$

温度]U!"/'(%'/!(%!/=(%=/:(

图 :9温度对酶催化的影响

通过对反应 "' / 后不同反应温度下的剩余酶

活的比较&表 "'看出"当反应体系温度相对较低

&

)

=(U'时"剩余酶活变化不大$ 当超过 :(U时"

酶失活得较多$ 在 :(U下反应 R / 后"仅有 'PV酶

活$ 从防止酶过多失活和短时间内获得较大转化率

' 方面考虑"采用反应温度为 =(U$

表 9:催化过程的残余酶活比较

温度]U '( !( =( :(

残余酶活]V P=c= P:c" P'cQ 'Pc(

;>?:最适条件下酶催化分析

最适反应条件&JYOc(#反应温度 =(U#底物浓

度 "(( 00*3]D#酶量 ' _]0D#反应体积 R( 0D'下拆

分消旋底物生成&1'?'?氨基?"?丁醇的过程见图 P$

在该条件下反应的速率较快"随着反应时间的延长"

转化率逐渐增大$ 就产物 ,,来说"当转化率为

!Rc=V时,,为 OOcQV%="c"V时,,为 ORcPV%当转

化率为 ==c:V时,,为 O:c"V%转化率为 :'cPV时"

测得的,,为 R"cPV$ 而大肠杆菌来源的青霉素酰

化酶催化同底物反应在转化率为 :(V时"其 ,,低

于 Q(V

-R.

"粪产碱杆菌来源的酶在拆分底物时具有

明显的优势$ 综合底物转化率和产物 ,,两方面的

因素"在转化率为 =(V时终止反应较合适"可以获

得较高的产物光学纯度$ 经测定产物 ,,TOOV"实

际产量约占液相产量的 ROV$

"/转化率%'/,,

图 P9最适反应条件下拆分底物过程分析

<:结语

&1'?'?氨基?"?丁醇作为乙胺丁醇的合成前

体"探索其新型的制备工艺具有重要意义$ 笔者采

用酶法制备&1'?'?氨基?"?丁醇"通过系统优化确

定最适酶催化条件是 JYOc("反应温度 =(U"底物

浓度 "(( 00*3]D"投酶量 ' _]0D"反应体积 R( 0D$

在最适反应条件下"消旋底物的转化率为 =(V时终

止酶催化反应可获得高光学纯度$ 该工艺路线简

单#对环境污染小"具有深入研究和推广价值$
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9:实验方法和原理

9>9:纳米V准纳米5/

;

Z

<

SN金属陶瓷阳极的制作

>3

'

F

!

?)金属陶瓷阳极制作过程如图 " 所示$

由图 " 可知">3

'

F

!

混合 g

'

F

!

#.,F

'

组成氧化物微

米粉料"经高能球磨细化到 :( W!(( %0$ 图 ' 是

>3

'

F

!

?)纳米]准纳米粉的 EC)照片"由图 ' 可见

大部分颗粒在 :( W!(( %0的纳米]准纳米范围内"

并有大量纳米颗粒团聚"表现出极强的表面活性$

以上纳米粉末混合h,#@1为主的金属粉末并添加g

后"再进行 "( W"= /的常规球磨$

图 "9>3

'

F

!

?)金属陶瓷阳极制作流程图

图 '9>3

'

F

!

?)纳米]准纳米粉的 EC)照片

压成型过程包括金属模机械压成型和冷等静压

压实两步"压力为 '(( )G$$ 烧结采用氩气保护炉"

根据物料不同"温度在 " =(( W" ::(U$ 烧结后阳

极的横断面收缩率为 POV WQ(V"纵向收缩率为

RRV WO(V$

因为氧化物粉末与金属粉末的互溶性和润湿性

很差">3

'

F

!

和h,?@1组成的混合粉末成型性也差$

但>3

'

F

!

等氧化物研磨到纳米级别后"表面活性大

幅度增加"显著提高了 >3

'

F

!

与金属粉末间的互溶

性和润湿性%而且在普通球磨过程中"部分>3

'

F

!

纳

米粉末会嵌入大颗粒#塑性好的金属颗粒中$ 这两

方面提高了惰性阳极的机加工性#成型性和寿命$

高能球磨后的阳极成型率提高到 O:V以上"烧结产

物的致密度高达 R(V以上"裂纹倾向性低%而未经

高能球磨的微米氧化物成型率仅在 P(V左右"裂纹

倾向性高$

使用日本@;̂ 陶瓷车刀"可以在这种烧结成型

的惰性阳极外围加工出粗牙螺纹"连接带有内螺纹

的不锈钢导电底座$

9>;:铝电解实验的电解槽

铝电解实验装置如图 !">3

'

F

!

?)惰性阳极通

过螺纹#铜质软母线连接电源$ 石墨坩埚加装刚玉

绝缘侧壁"保证电流只能通过坩埚底部的碳块进入

电解质$

"/&>3

'

F

!

?)'阳极%'/刚玉内衬%!/石墨坩锅%

=/;1[

'

阴极%:/铜阴极

图 !9铝电解实验装置

9><:电解铝实验的工艺

电解温度 RR( WO'(U"极间距 = 20"电流密度

为 "c( W"c' >]20

'

"电解质中 @$h与 >3h

!

的摩尔

比为 'c'"电解质由 @$h#>3h

!

#.$h

'

#)Ah

'

#>3

'

F

!

和

@$

!

>3h

P

组成$ 根据电解电流强度和铝的电化当

量"每间隔 !( 01% 加入 : A氧化铝$ 电解 !( / 后"

取出阳极"敲击清除黏附在表面的电解质后"在质量

分数 !(V的>3.3

!

水溶液中浸煮 !( 01%$

;:结果与讨论

;>9:阳极的显微分析

图 = 是经过高温烧结后阳极横截面的显微照

片$ 块状或点状的白亮色金属相均匀地穿插分布于

黑色的氧化物相中$ 在较高的烧结温度下"部分金

属颗粒已熔化并互溶合金化"最后汇聚于氧化物颗

粒之间的空隙中形成粗大的块状 h,?@1合金相"

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%
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